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はじめに
　エラスチンは，不溶性の細胞外マトリックス（extra－
cellular　matrix：ECM）複合体の1っである弾性線維の
主要な成分構成タンパク質であり，皮膚，血管，肺，腱
などの組織に弾力性を与える重要な役割を果たしてい
る．特にエラスチンは，血管，腱では乾燥重量の50％以
上を占め，量的にも重要な構成成分となっている．
　エラスチンは，光学顕微鏡でしかその存在が認められ
なかったが，煮沸処理に抵抗し，残渣として残ることが
はじめて報告された1｝．これに基づいてエラスチンが組
織から分離され2），続いてX線解析によってエラスチン
の構造がゴム様構造に類似していることが明らかにされ
た3）．エラスチン分子間の架橋にあずかっている特有の
アミノ酸として，デスモシン，イソデスモシンも発見さ
れ4｝，さらにエラスチンの前駆体であるトロポェラスチ
ンが銅欠乏食で飼育したブタの大動脈から単離され
た5）．
　近年，分子生物学が進歩し，エラスチンに関して多く
の知見が得られるようになり，エラスチン遺伝子の全構
造が明らかになった6）．また，エラスチンが単に組織の
弾性の保持に寄与するだけでなく，細胞膜に存在する分
子量67kDaのエラスチンレセプターを介して細胞調節
機構を有すること，すなわちエラスチン分子中には他の
ECMとは異なり，インテグリンとの結合配列である
RGD配列が存在せず，エラスチン分子内のVGVAPG
配列を介してエラスチンレセプターに結合し細胞増殖や
遊走などの細胞機能に重要な役割を果たしていることが
明らかとなった．最近，このレセプターのcDNAがク
ローニングされ，このレセプターがβ一ガラクトシダーゼ
のスプライシングの違いによる産物であることが解明さ
れると共にこのレセプターが，弾性線維形成7）や細胞内
情報伝達機構を介してエラスチン発現のフィードバッ
ク8）に関与している可能性を示唆している．
　ほとんど 臓器は弾性線維を含むので，全身的であれ
局所的であれ，弾性線維の質的，量的変化は臓器固有の
機能に影響し，その結果，結合組織疾患を引き起こすと
推測される．本稿では，エラスチンの合成系と分解系，
特にエラスチンの遺伝子の特色とその代謝，及びオルタ
ネイティブスプライシングと弾性線維形成について述べ
る．
1．エラスチン遺伝子の特色
　エラスチンcDNAはヒト6），ウシ9），ニワトリIo），ラッ
トIDよりすでに単離されている．遺伝子は全長40　kb
で，ウシでは36個のエクソン，ヒトでは35個のエクソ
ンからなり非常に長いイントロンが介在する．エクソン
サイズは27～186bpで，イントロンとエクソンの比は
15：1と他の細胞外マトリックスタンパクには認められ
ないほど高値である．エラスチン遺伝子構造解析の結
果，エラスチンcDNAは全長約3kbであり，3’末端に
約lkbの非常に長い非翻訳領域を認める．5’末端上流
領域の塩基配列の解析結果より，CAAT配列が一60～
－57に存在するがTATA配列を欠き，いくっかのSpl
binding　site（GGGCGG）が存在することがわかった．ま
た，我々はアンジオテンシン12）やEGF13｝のような細胞
増殖を促進する因子でエラスチン遺伝子の発現が抑制さ
れ，ミノキシジール14）やヘパリン15）のような細胞増殖
を抑制する因子によりエラスチン遺伝子の発現が促進さ
れることを報告し，細胞周期とエラスチン発現が密接な
関係であることを明らかにした16）．しかしながら，エラ
スチン遺伝子の発現，特に組織特異的発現には5’末端
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オルタネイティブスブライシングされるエクソンは矢印で示した。
図1　ヒトエラスチンcDNAの構造
の調節領域による転写制御機構以外の機構が働いている
可能性があり，エラスチンmRNAの安定性に対する考
えが最近注目を集めている1η．
　ヒトエラスチンcDNAの構造を図1に示した．エラ
スチンタンパク内には疎水領域と架橋領域が交互に存在
し，C末端に塩基性領域が存在しているが，これらの領
域に対応するエクソンはイントロンによって分断される
ことはない．すなわち，エラスチンタンパク質上の機能
的ユニット（ドメイン）が遺伝子上でもユニットになっ
ていることは興味深い．またヒトエラスチン遺伝子には
親水性領域のエクソン26Aという独特の配列を有して
おり，この領域の欠損により架橋形成に必要な酵素（リ
ジルオキシダーゼ）との親和性が低下することが知られ
ている18）．エラスチン分子中のシステイン残基は2っし
か存在せず，エラスチンのC末端に共に存在している．
この領域は動物種間で高く保持されていおり，線維形成
に必要なシステイン残基に富むマイクロフィブリル
（Micro飾ril：MF）と呼ばれる糖タンパク質との分子間結
合に重要であると考えられている．
　あるタンパク質の多様性の発現にはそのタンパク質の
遺伝子が多種存在し，一っのgene　familyを構成してい
る場合，あるいは一種類の遺伝子がオルタネイティブス
プライシングする場合とがある．遺伝子のオルタネイ
ティブスプライシングは50種類以上の遺伝子において
すでに認められており19），結合組織由来タンパク質は
フィプロネクチン20），エラスチン6・21・22）に顕著に認めら
れている．特にフィプロネクチンはスプライシングの違
いにより機能の異なる細胞性フィプロネクチンと血漿性
フィプロネクチンとが発現されている．
　エラスチンにおいてもすでにヒト，ウシ，ラット，ニ
ワトリのエラスチン遺伝子に多様のオルタネイティブス
プライシングが認められており，これに対応する多様な
トロポエラスチンのアイソフォームが存在することが
分っている21－23）．ヒトエラスチン遺伝子のエクソン22，
23，24，26A，32，33のスプライシングが高頻度であるこ
とがすでに報告されている．特にエクソン33は約50％
の確立でスプライシングされることが知られているθ．
このような多様なトロポエラスチンの役割にっいては現
在不明であるが，トロポエラスチン同士の凝集，架橋形
成，他のタンパク質との結合などエラスチン分子の安定
性に影響すると思われる．例えばトロポエラスチン間の
結合の際微妙に位置がずれたり，特定の架橋形成ができ
にくく架橋構造が脆弱になるζとが推測できる．
　また従来から動脈硬化や老化が認められた臓器より抽
出した不溶性エラスチンのアミノ酸組成が，正常者や若
年者の組織のそれに比べて著しく差が認められてお
り24），この要因は他のタンパク質の混入による誤差も考
えられていたが，エラスチン分子自体のアミノ酸組成の
変化による可能性も考えられる．
2．エラスチンの分解と動脈疾患
　エラスチンは，膵をはじあ種々の細胞から分泌される
エラスターゼやエラスチン分解活性を有するマトックス
メタロプロテアーゼ（MMP－2，9，12）によって分解され
る．生理的状態では弾性線維の代謝回転は比較的緩徐で
あるが，病的状態，例えば動脈疾患（動脈硬化，動脈瘤）
ではMMP活性が上昇し，弾性線維の（エラスチン）分
解が顕著に元進する25）．最近，MMP・12を過剰発現させ
たマウスにおいて動脈瘤の発症を促進する報告26）があ
り，MMPの型の違いと発症されやすい動脈疾患との関
連性にっいて研究が進あられている．
　Mecham等2ηは，エラスチン分解についてエラスチ
ン分子の基質側の特色を検討した．エラスチン分子は，
C末端側から限定分解されることを報告し，さらに，そ
の分解された部位のC末端のアミノ酸残基は，ロイシ
ン，アラニン，グリシン，バリンの順で多かったことか
ら，MMPによるエラスチンの分解部位はそれらアミノ
酸残基を多く含む領域であると推定している．高頻度に
スプライシングされるエクソン33は，アラニン残基や
バリン残基に富んだ疎水領域である．このことは，エク
ソン33を欠落したトロポエラスチンはMMPによる分
解を受けにくい可能性が考えられる．
3．弾性線維の構造と線維形成
　弾性線維は，通常組織標本の染色に用いられるヘマト
キシリンやエオジンでは染色されず，オルセイン，レゾ
ルシンフクシン，アルデヒドフクシンなどを用いた染色
法によって同定される．通常膠原線維の染色法である
von　Gieson染色を組み合わせたエラスチカ・von
Gieson染色が広く用いられている．これらの染色法で
弾性線維は直径10μm以下の線維として認められる．
弾性線維の組織における分布状態や配列は組織の特異
性，特に組織に加わる張力の方向によって決定される．
動脈壁では多方向に張力が加わるため，うねった帯状の
形態（弾性型動脈の弾性板では厚さ1～4μm）をとり，
層をなして動脈全周を取り囲んでいる．
　弾性線維の構造で注目される点は，エラスチンがMF
と呼ばれる糖タンパク質に取り囲まれるようにして存在
することである．このMFには，フィブリリン28｝，
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MAGP29）などが報告されているが，どのMFが弾性線
維形成に重要であるか不明である．また，MFを発現し
ていない細胞にエラスチン遺伝子を導入してもエラスチ
ンの線維形成が認められないことから，MFがエラスチ
ン線維の足場として重要であることに異論はない．しか
し，エラスチンを産生していない細胞でもMFは線維形
成しており，MFは，単なるエラスチンの足場だけでは
なく，それ自体で組織において重要な役割を果たしてい
る可能性が考えられる．
　最近になるまで，エラスチンの線維形成に関して詳細
な報告はなかった．しかし，筆者らは，網膜上皮色素細
胞（Pigmented　Epithelial　cells：PE細胞）がエラスチン
を産生せずマイクロフィブリルやリジルオキシダーゼを
産生していることを発見した．このPE細胞にエラスチ
ン遺伝子を導入したところ，エラスチン線維を免疫蛍光
染色で確認すると共に，エラスチン線維固有の架橋アミ
ノ酸であるデスモシンの形成もされていることもアミノ
酸分析により明らかにした30〕．従って，この仇〃仇0の
エラスチン線維形成モデルを用いてこの線維形成の機序
解明や，遺伝子変異したエラスチンの線維形成等を細胞
レベルで検討することが可能となった．
　エラスチンのオルタネイティブスプライシングと線維
形成
　これまで述べてきたように，オルタネイティブスプラ
イシングによって産生される多様なトロポエラスチンの
代謝を研究することは，動脈疾患をはじめとする結合組
織疾患の発症や治療を考える上で重要であると思われ
る．そこで，筆者等が開発した仇嘘mのエラスチン線
維化モデルを用いて，高頻度にオルタネイティブスプラ
イシングされるエクソン33を欠損したエラスチンの代
A
WT
→
B
謝にっいて検討した．
1．チャイニーズハムスター卵巣（CHO）細胞を用いた
エラスチン発現
　全長エラスチンcDNA（WT）とエクソン33を欠損し
たエラスチンcDNA（∠33）を哺乳細胞発現ベクターに組
込み，CHO細胞に導入した．遺伝子導入後，培養上清中
に発現されたタンパク質をウェスタンブロット法にて確
認した．その結果，WT，∠33共に発現されていることが
わかった（図2）．また，矢印で示したトロポエラスチン
のバンドと分解産物とを比較してみると，∠33の分解産
物が少ないことが認められた．
　次に，WTと∠33のトロポエラスチンの分解程度に
っいて検討した，それぞれの遺伝子をCHO細胞に導入
し，24時間後に新しい培地に交換して，さらに24時間
㎏ ，????
??．??
Cont．　WT　∠」33
コ＝　トロポエラスチン
分解産物
∠］33
　→
図2WTと∠33を遺伝子導入したCHO細胞におけるト
　　　ロポエラスチンと分解産物
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図3WTと∠33を遺伝子導入したCHO細胞におけるトロポエラスチンの経時変化
　　Aはウェスタンブロッティングのオートグラフィーで，矢印はトロポエラスチンバンドを示した．
　　BはAのオートグラフィーを画像解析し，0時間のトロポエラスチンのバンド面積を100とした割合で棒グラフにして
　　表した．
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図4　蛍光免疫染色によるWTと∠33を遺伝子導入した
　　PE細胞におけるエラスチン線維形成
培養した上清を集めた．この培地を，遺伝子導入してい
ないCHO細胞に加え経時的に培養した．ウェスタンブ
ロット法にて観察しトロポエラスチンバンド面積を画像
解析によって定量化し，0時間でのトロポエラスチンを
100とした割合で表した（図3）．その結果，WTのトロ
ポエラスチンの半減期は，約6時間であるのに対し，
∠33のトロポェラスチンの半減期は，約12時間とWT
に比べ約6時間長いことがわかった．また，CHO細胞
はMFを産生していないこと，エラスチン線維形成が認
められないことは，ウェスタンブロット法，及び蛍光免
疫染色によって確認した．さらに，ゼラチンザイモグラ
フィーよって，CHO細胞がMMP9を発現しているこ
とがわかった．以上のことより，エクソン33のオルタ
ネイティブスプライシングされたトロポエラスチンは，
分解抵抗性を有し，比較的長い時間細胞外に留まり，や
がて線維化する．従って，エクソン33のオルタネイ
ティブスプライシングは，エラスチンの線維化に促進的
に働くものと推測された．
2．PE細胞を用いた線維形成
　∠33由来のトロポエラスチンが比較的安定なタンパ
ク質であることが分ったが，線維化するかどうかにっい
ては不明である．そこで，筆者が確立したエラスチン線
維化の再構成系を用い，蛍光免疫染色による線維形成と
架橋アミノ酸の定量を行った．WT，∠33をPE　cellsに
導入し，各遺伝子は安定発現させた．1週間培養した後，
トロポエラスチン抗体を用いて蛍光免疫染色した結果，
いずれのトロポエラスチンも線維形成することが確認で
きた（図4）．架橋アミノ酸を定量するため，細胞を剥離
し，6N－HCIで110℃，18時間加水分解した．加水分解
物を乾燥した後，精製水に溶解させて試料とした．架橋
アミノ酸の定量は，米国テキサス大学B．Starcher博士
に測定依頼した．その結果，∠33においても架橋アミノ
酸がWTと同程度形成されることがわかった（図5）．
図5　WTと∠33を遺伝子導入したPE細胞におけるデ
　　スモシン含量
前の結果と合わせて，エラスチンのエクソン33がエラ
スチンの線維形成に影響せず，エラスチンの分解に重要
であること共に，エクソン33を欠落したトロポエラス
チンが約50％の確立で存在することの意義として，エ
ラスチン線維の安定性に寄与している可能性が考えられ
る．
おわりに
　エラスチン研究は，エラスチンが難溶性な性質から他
のマトリックスタンパク質に比べ非常に遅れている．し
かし，最近の分子生物学的手法を用いた研究から，エラ
スチンの細胞機能に対する新たな知見が得られ始めてい
る．特にエラスチン遺伝子欠損マウスが生後3日以内に
死亡する3Dことが明らかになって以来，我々生命にとっ
てエラスチンが必要不可欠であることが明らかとなっ
た．さらに，動脈瘤のような動脈疾患は，高齢者に多く
見られる疾患の一つであり，エラスチン架橋の低下によ
り動脈局所の肥大や解離が生じ，死に至るケースが非常
に高い疾患である．近年，高齢化が進み，動脈瘤患者は
増加するものと考えられるが，動脈瘤の治療法は現在の
ところ，動脈局所を人工血管で置換する外科的手術に頼
るほかは無い．高齢者が外科的手術を受けることは，体
力的問題から困難を極め，分子生物学的手法をはじめと
した新たな治療法が求められている．今回述べたエクソ
ン33を欠損したエラスチン遺伝子を動脈瘤の平滑筋細
胞に導入し，分解されにくいエラスチンを生成させるこ
とは，動脈瘤のような疾患の新たな治療法への応用が考
えられる．今後の検討として，今回用いた仇砿mのエ
ラスチン線維化モデルを用い，エクソン33を欠損した
遺伝子以外の安定性が高く，架橋アミノ酸も十分に形成
できるエラスチン遺伝子を追求し，これを用いた結合組
織疾患の遺伝子治療などに応用できることを期待する．
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